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摘 要 : 微生物 非 培养 技术 的 重大 进展 以 及 生物 信息 学 技术 的 发 展 , 使 得 人 类 对 牛奶 微生物 
这 一 复杂 的 群落 有 了 新 的 认识 ， 即 牛奶 微生物 群落 具有 丰富 的 多 样 性 和 多 方面 的 生物 学 作 
Hj. 并且 可 以 直观 反映 奶牛 机 体 的 代谢 水 平 并 影响 新 生 犊 牛 的 营养 代谢 与 健康 。 因 此 ， 本 文 
总 结 了 奶牛 牛奶 微生物 群 的 最 新 研究 成 果 , 重点 描述 了 牛奶 微生物 的 内 源 性 途径 假说 , 讨论 
在 奶牛 乳腺 健康 与 犊 牛 骨 肠 道 发 育 中 的 重要 作用 ， 并 概述 了 包含 16S 基因 组 学 和 宏基 
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因 组 学 等 在 牛奶 微生物 研究 中 的 应 用 。 


关键 词 : 奶牛 乳腺 健康 ， 微 生物 群落 ， 牛奶 ; 犊 牛 ， 肯 肠 道 
中 图 分 类 号 : S823 

牛奶 中 的 复杂 微生物 菌 群 近年 来 越 来 越 受到 人 们 的 关注 , 而 先进 的 组 学 技术 的 发 展 能 够 
让 人 类 对 牛奶 微生物 群 有 更 加 详细 的 了 解 ， 进 而 引发 了 大 量 的 研究 热 渭 。 从 现 有 的 研究 中 ， 
我 们 已 经 意识 到 , 由 于 奶牛 机 体内 微生物 的 复杂 性 和 互动 性 , 使 其 拥有 多 种 多 样 的 微生物 群 
落 ， 并 且 这 些微 生物 群落 在 奶牛 生物 学 中 占有 重要 地 位 ， 对 奶牛 健康 状态 有 重要 影响 由。 有 


研究 发 现 ， 奶 牛 骨 肠 道 微 生物 群 有 着 复杂 而 紧密 的 关联 阅 。 而 近年 来 ， 牛 奶 中 的 微生物 群落 
也 已 逐渐 从 奶牛 机 体 的 各 个 解剖 部 位 得 以 分 离 鉴定 , 从 最 明显 的 部 位 , 如 皮肤 和 泌尿 生殖 道 ， 
到 较为 不 明显 的 部 位 ， 如 呼吸 道 。 并 且 还 包括 先前 认为 绝对 没有 微生物 的 区 域 ， 如 胎盘 串 。 
早期 研究 认为 , 乳腺 和 其 中 所 含 的 乳汁 也 被 认为 是 无 菌 的 , 在 牛奶 中 发 现 的 微生物 一 直 被 认 


为 是 外 部 污染 的 结果 。 然而 最 近 , 这 一 观点 受到 了 基于 免疫 培养 技术 与 更 为 高 精度 的 分 子 方 
法 的 质疑 一 一 有 研究 提出 了 牛奶 微生物 的 内 生 途 径 假说 内 。 因 此， 本 文 则 在 对 牛奶 微生物 的 
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23 ”来 源 、 组成、 研究 手段 以 及 牛奶 微生物 群 对 犊 牛 生长 发 育 的 重要 影响 等 进行 综述 , 为 牛奶 微 


24 ”生物 的 研究 与 奶牛 乳腺 健康 和 犊 牛 生 长 发 育 的 关系 提供 一 定 的 理论 基础 。 
25 1 牛奶 微生物 群落 来 源 


26 牛奶 中 的 微生物 一 直 被 认为 是 外 部 感染 的 结果 , 主要 是 奶牛 所 处 环境 中 的 微生物 通过 乳 


27. 腺 皮肤 或 口腔 带 入 机 体内 铝 。 而 近来 有 研究 证 实 了 牛奶 中 微生物 的 内 生 途 径 ， 即 奶牛 机 体内 


28 ”的 微生物 具有 互动 性 , 一 些 生理 部 位 的 微生物 完全 有 可 能 通过 某 些 途径 进入 到 乳腺 进而 产生 
29 ”于 牛奶 中 只。 


30 L1 外 源 致 病菌 入 侵 


31 外 源 致 病菌 入 侵 是 奶牛 乳腺 炎症 诱发 的 主要 因素 之 一 。Mor 等 中 研究 发 现 , 牛 棒状 杆菌 


32 (Corynebacterium bovis) 、 无 乳 链 球菌 (Streptococcus agalactiae ) VJ Ke et E WE BA PER] 4s] EK 


(O 33 fl (Coagulase-negative Staphylococcus) 是 造成 隐 性 乳房 炎 的 主要 外 源 致 病菌 。 引 起 乳房 炎 


© 34 ”的 致 病菌 ,根据 其 传播 特点 ， 大 体 可 分 为 2 类 : 一 类 是 接触 传染 性 病原 微生物 ， 它 定 殖 于 乳 


N 35 ” 腺 并 通过 挤 奶 传播 ， 包括 无 乳 链球 菌 、 停 乳 链 球菌 (Streptococcus dysgalactiae) 、 金 黄色 葡 


36 ”区 球菌 Staphylococcus aureus) 和 文 原 体 (Mycoplasma) ; 男 一 类 为 环境 性 病原 体 ， 包 括 


37 ”大 肠 杆菌 (Escherichia coli)、 肺 炎 克 雷 伯 菌 (Klebsiella pneumoniae)、 产 气 肠 杆菌 (Enterobacter 


38 aerogenes) ~ WERA (Serratia) 、 变 形 菌 门 (Proteus) ~ BAJUK (Pseudomonas) 5581, 


39 ”然而 ,细菌 素 以 及 牛奶 中 特定 成 分 所 释放 的 抗 微生物 分 子 可 能 在 抑制 潜在 病原 体 的 爆发 中 起 


40 ”到 一 定 的 作用 ， 从 而 防止 乳房 内 感染 中。Quigley 等 (9 研究 表明 ， 奶 牛 微生物 群体 具有 宿主 依 


41 ” 赖 性 ， 并 指出 其 组 成 可 能 在 确定 它们 是 否 会 患 有 乳腺 炎 时 起 作用 。 


42 从 对 奶牛 乳腺 感染 及 微生物 诱发 乳腺 炎 的 作用 研究 中 发 现 , 肠 道 微生物 群 可 能 是 诱发 乳 


al 


43 — 腺 炎 的 潜在 微生物 群 1]。 有 研究 表明 ， 人 乳 寡 糖 (HMO) 具有 调节 肠 道 微生物 群 的 能 


44 ”而 牛奶 中 也 存在 与 人 乳 中 结构 类 似 的 寡 糖 一 一 牛乳 朝 糖 〈BMO ) 。 因 此 ， 可 以 推测 ，BMO 


45 ”也 可 能 影响 奶牛 乳腺 的 微生物 群落 024。 有 趣 的 是 ，BMO 属于 牛奶 中 的 特定 分 子 成 分 ， 它 能 


46 ，” 够 反映 奶牛 的 血型 特征 ， 并 受到 遗传 因素 的 控制 中。 研究 证 实 ， 葡 萄 球菌 (Staphylococcus ) 


47 ”是 诱发 奶牛 乳腺 炎 的 主要 致 病菌 ， 并 且 它 仅 与 BMO 的 特定 类 型 结合 。 这 将 表明 ， 乳 腺 炎 的 


48 ，” 易 感性 不 仅 可 以 通过 牛奶 的 微生物 组 成 或 暴露 的 特定 病原 体 来 判定 , 而 且 还 可 以 通过 奶牛 的 
49 ”遗传 构成 和 牛奶 中 存在 的 相应 BMO 类 型 来 判定 09。 
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12 ”内 源 性 途 


一 直 以 


径 假 说 


来 , 人 们 都 认为 在 牛奶 中 发 现 的 微生物 是 由 外 部 环境 ， 如 乳腺 皮肤 或 后 代 的 口腔 


污染 造成 的 。 然 而 ， 最 近 的 一 些 研 究 并 不 支持 这 样 的 观点 ， 即 牛奶 中 微生物 的 存在 不 仅仅 是 


外 部 定 殖 的 结果 。 已 有 研究 证 明 ， 牛 奶 中 的 微生物 除了 在 细菌 组 成 上 不 同 之 外 ,存在 于 同一 


宿主 乳腺 中 


和 乳头 管 不 能 


的 细菌 与 在 皮肤 中 发 现 的 同 种 细菌 在 基因 型 上 有 较 大 的 差异 。 这 说 明 , 乳房 皮肤 
被 认为 是 牛奶 微生物 群 的 唯一 制造 者 M9。 除 此 之 外 ， 细 菌 如 双 歧 杆菌 是 严格 


RAR, 这 使 得 皮肤 不 太 可 能 成 为 这 类 细菌 传播 者 。 这 些 观察 结果 提供 了 微生物 内 生 途 径 的 


可 能 性 09。 


事实 上 ， 宿 主 微生物 群落 并 不 构成 独立 的 环境 ， 而 是 相互 关联 且 不 断 互动 交流 的 。 因 
We, 其 他 解 音 


Was. 


| 学 部 位 的 微生物 完全 可 能 以 菜 种 方式 进入 乳腺 [71。 有 研究 基于 一 些微 生物 离开 


穿 过 肠系膜 淋巴 结 并 到 达 乳 腺 的 能 力 ， 描述 了 “上 肠 道 一 乳腺 通路 ”的 存在 (图 1) a, 


牛奶 微生物 群 的 内 生起 源 假说 已 经 通过 在 小 鼠 中 进行 的 不 同 研究 得 到 证 实名。 虽然 微生物 
跨越 肠系膜 屏障 并 到 达 其 他 身体 部 位 的 机 制 尚未 完全 清楚 ， 但 研究 表明 这 些 可 能 与 免疫 细 


胞 ， 特 别 是 


树 突 状 细 胞 (DC)〉 的 结构 与 功能 有 关 R。 事 实 上 ，DcC 能 够 通过 打开 肠 细胞 之 间 


的 紧密 连接 来 对 肠 内 容 物 进行 采集 ， 并 通过 其 树 突 到 达 内 腔 ， 而 不 损害 上 皮 屏 障 完整 性 。 基 


于 这 种 采集 
保持 存活 多 


能 力 ， 这 些 细胞 可 以 携带 活 的 共生 细菌 ,并 将 其 携带 到 肠系膜 淋巴 结 。 一旦 细 茵 


达 数 天 ， 并 能 通过 黏膜 相关 淋巴 系统 ， 就 有 机 会 扩散 到 其 他 远 处 的 黏膜 表面 , 包 


括 乳 腺 。 事 实 上 ,在 泌乳 期 间 ， 肠 道 相关 淋巴 组 织 的 细胞 能 够 通过 淋巴 管 和 外 周 血循环 传递 


BFL p; Pu, 


Yozwiak 等 23 表明， 在 哺乳 期 间 ， 人 类 外 周 血 单 核 细胞 和 母乳 细胞 含有 细菌 及 其 


遗传 物质 。 此 外 ,已 有 报道 在 人 类 受 试 者 的 血液 中 存在 活 的 乳酸 菌 ,这 进一步 表明 了 一 些 肠 


道 微生物 群 


的 成 员 可 能 具有 相当 强 的 能 力 以 可 行 形 式 前 往 其 宿主 的 远 端 肠 外 部 位 P31。 研 究 


还 发 现 , 在 妊娠 期 和 哺乳 期 的 小 鼠 肠 中 细菌 易 位 频率 增加 , 并 且 当 细菌 存在 于 哺乳 期 乳腺 组 


织 中 时 DC 


成 为 其 载体 请。 
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图 1 反刍 动物 中 肠 道 一 乳腺 通路 的 假说 


Fig.l Hypothesis of intestinal tract-mammary gland pathway in ruminants08] 


除了 运输 肠 道 微 生物 群落 的 可 行 性 之 外 , 这 种 机 制 还 具有 引导 后 代 免 疫 系统 识别 与 启动 
共生 微生物 相关 分 子 模 式 的 作用 ， 以 便 对 它们 产生 适当 的 反应 名。 这 种 迁移 可 以 选择 性 地 
发 生 ， 也 就 是 说 ， 某 些 细菌 可 被 免疫 细胞 识别 并 被 转运 到 牛奶 中 ， 而 其 他 可 能 不 会 被 识别 ， 
或 者 免疫 细胞 可 能 会 摄取 所 有 的 微生物 , 但 是 只 有 那些 能 够 逃脱 死亡 的 细胞 才能 被 运送 到 乳 
腺 P42。Garcia-Garcera 等 P9 报 道 了 有 关 奶 牛 肠 道 细菌 转移 到 乳腺 中 的 研究 结果 ， 支 持 了 反刍 
动物 内 源 性 “ 肠 道 一 乳腺 通路 ”的 存在 。 该 研究 通过 焦 磷 酸 测序 条 码 标记 的 16S rDNA 扩 增 
子 研究 了 健康 泌乳 牛 的 羡 便 、 牛 奶 和 血液 白细胞 的 微生物 组 成 和 多 样 性 ， 结 果 表 明 ， 在 来 自 
同一 头 奶牛 的 3 PREE d P EAE TH] E AER LS Rhodococcus ), IAF PR] (Bifidobacterium) 


和 消化 链球 菌 科 〈Peptostreptococcaceae) ;为 了 避免 外 部 污染 并 防止 乳头 管 的 拉 伸 或 损坏 ， 
该 试验 使 用 导管 通过 重力 将 牛奶 收集 到 无 菌 容器 中 。 这 些 细菌 在 3 种 环境 中 共同 存在 的 这 一 
事实 ， 有 力 地 支持 了 乳腺 与 肠 道 之 间 微 生物 成 分 通过 白细胞 循环 相互 迁移 的 这 一 机 制 P7。 
然而 ,负责 将 微生物 群 从 肠系膜 淋巴 结 转运 到 牛奶 中 的 细胞 类 型 仍 有 待 确定 。 需 要 进一步 研 
究 来 前 析 反 刍 动物 肠 道 微生物 运输 到 乳腺 及 其 循环 的 机 制 ,这 可 能 对 反刍 动物 及 其 后 代 刀 至 
人 类 消费 者 的 健康 产生 重要 影响 。 
2 牛奶 微生物 群落 组 成 

牛奶 中 含有 复杂 多 样 的 微生物 群落 。 研究 表明 , 每 毫升 牛奶 中 就 能 达到 几 个 菌落 单位 的 


92 ” 丰 度 FI。 在 健康 的 奶牛 和 乳腺 所 分 泌 的 乳汁 中 也 存在 大 量 微生物 群落 中 。 近 年 来 ， 牛 奶 微 


93 ”生物 群 已 经 成 为 独立 的 研究 课题 ， 一 方面 则 在 了 解 其 在 奶牛 及 其 后 代 的 生理 与 健康 中 的 作 
94 M, 另 一 方面 , 大 多 数 关于 奶牛 微生物 群 的 研究 已 经 开始 重点 关注 当 牛 奶 直接 消费 或 加 工 为 


95 。 乳 制品 时 ， 微 生物 菌 群 如 何 变化 〈 表 1) DO, 


96 表 1 健康 牛奶 微生物 群 组 成 
97 Table 1 Composition of healthy milk microbial community”! 
种 类 Types 微生物 种 属 Genus of microbial community 
初 乳 Colostrum FLBEER E (Streptococcus lactis)、 乳 酸 杆菌 (Lactobacillus) 等 


溶血 性 链球 菌 (Hemolytic streptococcus)、 酿 脓 链 球菌 (Streptococcus pyogenes)、 布 鲁 氏 杆 


菌 (Brucella)、 乳 房 炎 链球 菌 (Streptococeus mutans)、 沙 门 氏 菌 (Salmonella) 、 痢 疾 杆 


R3 


Wi (Shigella) . SEARO Cproteolytic bacteria) 、 脂 肪 分 解 菌 〈fat decomposition 


LI 
FH 
* 


$ 7L Fresh 
p bacteria) . P^ fj (acid bacteria)、 大 肠 杆菌 (Escherichia coli) . 7 2K With A (Rhodes 


CN bacteria) 、 假 单 胞 菌 (Pseudomonas) . WAR fH (Sphingomonas sp.) . AFA 


HUP COligospora) 、 嗜 冷 杆 菌 (Aerobic bacteria) 、 慢 生根 瘤 菌 (Slow rhizobia) ~ 


“FAH (Aeromonas) ~ WARA (Staphylococcus) 等 


BR A wa 


嗜 热 菌 〈Thermophilic bacteria) ~ FIAT (Bacillus) 、 耐 热 性 菌 等 


Pasteurized milk 


98 Masoud 等 61 研 究 了 健康 奶牛 的 牛奶 微生物 组 成 成 分 ， 发 现 牛 奶 中 最 丰富 的 属 是 链球 菌 


99 J& (Streptococcus) 和 和 葡萄 球菌 属 。 而 其 他 研究 显示 乳酸 菌 Clactic acid bacteria) 数量 较 多 ， 


100 其 次 是 链球 菌 和 和 葡 衡 球菌 B43。Montel 等 6 在 牛奶 的 巨 唉 细胞 中 发 现 了 更 高 水 平 的 细菌 序列 ， 


101 分 别 是 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) . AHK] (Proteobacteria) 和 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 。 


102 ”同一 研究 表明 , 健康 牛奶 的 核心 微生物 组 成 包括 葡萄 球菌 和 链球 菌 ,而 它们 在 健康 母 牛 之 间 


表 
103 ”观察 到 高 度 的 个 体 间 变 异性 。 另 一 项 牛奶 微生物 突变 体 研 究 显示 ， 易 发 4 


茵 种 突变 的 主要 为 


HT 


104 ”变形 菌 门 65% ) 、 厚 壁 菌 门 (34960 、 假 单 胞 菌 属 (61.1%) 和 葡萄 球菌 属 (33.426 ) B4。 


105 而 所 有 这 些 差 异 都 会 与 地 理 、 遗 传 或 饮食 等 因素 相关 ， 应 进一步 研究 。Valles-Colomer 等 B35] 


106 ”使 用 细菌 16S rDNA 基因 的 焦 磷 酸 测序 对 来 自 10 头 不 同 奶牛 的 牛奶 样 进行 细菌 DNA 多 样 性 
107 ”检测 。 在 试验 中 ， 也 对 从 同一 头 奶牛 的 健康 乳房 获得 的 牛奶 样品 的 微生物 群体 进行 了 比较 。 
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108 ”研究 结果 显示 , 不 同 健康 牛奶 样品 的 微生物 种 类 之 间 存 在 显著 差异 。 最 丰富 的 种 属 是 : 罗氏 


1090 ” 假 单 胞 菌 (Pseudomonas syringa)、 假 单 胞 菌 属 、 糊 氨 醇 单 胞 菌 属 (Sphingomonas sp.) EZF 


110 — XR TS] JE (Stenotrophomonas maltophilia)、 根 瘤 菌 属 (Bradyrhizobium)、 棒 状 杆菌 属 、 嗜 
111 ” 糖 假 单 胞 菌 属 〈(Pelomona) 和 葡萄 球菌 。 而 在 单一 奶牛 健康 乳房 中 获取 的 牛奶 样品 中 发 现 ， 

112 ” 假 单 胞 菌 和 从 毛 单 胞 菌 (Pseudomonas sp.) 的 丰 度 显著 高 于 乳酸 杆菌 63。 在 最 近 发 表 的 一 项 
113 ”研究 中 ，Tveit 等 B9 详 细 描述 了 来 自 一 系列 体 细胞 数 CSCC) 较 低 且 乳 房 未 受 感染 的 牛奶 样 
114 ” 品 的 微生物 多 样 性 ,从 健康 乳 区 获得 的 所 有 样品 中 都 存在 非 分 类 的 毛 螺 菌 科 (Lachnospiraceae) 


E 


115 MARITE, e K A A E ERETTA OERE EKE BAA IK SCC 的 牛 
116 ” 奶 样品 中 ， 其 他 微生物 种 属 也 同样 被 普遍 发 现 : 拟 杆菌 属 、 和 葡萄 球菌 属 、 链 球菌 属 、 厌 氧 球 


p 


117 J (Anaerobic bacteria) 、 乳 杆菌 属 、 路 啉 单 胞 菌 属 (Porphyromonas) 、 科 莫 他 属 (Komo 


118 genus) 、 福 氏 杆 菌 属 CFreundella spp.) 和 肠 球 戎 属 。 某 些 细菌 属 ， 如 乳 杆 菌 属 和 类 芽孢 杆 
119 i) CPaenibacillus) 与 奶牛 乳房 健康 有 关 。 


120 3 牛奶 微生物 群落 检测 方法 


121 传统 的 细菌 分 类 与 鉴定 中 ,主要 依据 的 是 形态 学 特征 、 生 理 生化 反应 、 生 态 学 特征 以 及 
122 ”血清 学 反应 等 , 如 平板 菌落 计数 法 以 及 革 兰 氏 染 色 法 等 ,但 这 些 传统 方法 都 存在 检测 周期 长 、 
123 ”操作 繁琐 等 缺点 ， 并 且 对 十 分 相似 的 细菌 难以 进一步 区 分 B1。 随 着 分 子 生 物 学 技术 的 发 展 ， 


124 ”整个 微生物 基因 组 和 宏基 因 组 的 表征 可 能 是 基于 16S rDNA 的 著 序 列 或 由 宏基 因 组 的 广泛 


125 ”测序 来 完成 的 。 前 一 种 方法 依赖 于 16S rDNA 基因 片段 (16S 基因 组 学 ) 的 PCR 扩 增 与 测序 


© 126 ”的 组 合 ， 因 此 ， 它 可 以 表征 微生物 群落 中 的 细菌 组 分 B31。 
127 在 16S rDNA 测序 研究 中 ,设计 了 1 对 所 谓 的 “通用 ”引物 以 结合 保守 区 域 并 扩 增 捕获 


128 ”分 类 信息 的 可 变 区 域 B91。 对 扩 增 的 16S rDNA 片段 库 进 行 测序 ， 可 以 将 每 个 读数 最 准确 地 分 


129 ”配给 其 特定 的 分 类 单元 。 然 后 ， 可 以 估计 每 个 分 类 群 的 相对 数量 MH。Hettich 等 的] 利用 16S 


130 — rDNA 测序 方法 研究 20 个 来 自 低 SCC 的 健康 牛奶 样品 ， 发 现 无 性 系 细菌 序列 几乎 不 存在 ， 
131 虽然 检测 到 中 啉 单 胞 菌 属 序列 ， 但 与 其 在 乳腺 炎 牛 奶 样品 中 的 检测 率 相 比 ， 出 现 率 较 低 。 因 


H 


132 ”此 , 推测 某 些 大 氧 菌 可 能 只 作为 机 会 性 病原 体 。 然而， 基于 扩 增 子 的 宏基 因 组 学 受到 几 个 限 
133 ” 制 ， 包 括 由 于 PCR 偏差 导致 的 多 样 性 丧失 和 多 样 性 估计 的 变异 性 等 加 ]。 


134 乌 枪 法 宏基 因 组 学 通过 扩 增 特异 性 靶 位 点 ， 提 取 整 个 宏基 因 组 DNA， 将 其 还 原 成 片段 


f^ 


135 


RS 


进行 测序 。 这 使 得 在 整个 菌落 的 所 有 DNA 基因 组 中 产生 了 能 够 与 基因 组 位 置 相对 齐 的 大 


136 ” 量 基因 组 序列 全 。Muth 等 的 通过 鸟 枪法 宏基 因 组 学 技术 对 杂交 奶牛 的 牛奶 微生物 结构 进行 


137. 分析。 分析 产 生 了 63 个 基因 ，11 个 基因 座 和 78 万 个 碱 基 对 (Mb) ， 并 存在 于 在 798 56 114 


138 个 序列 中 , 其 研究 结果 揭示 了 上 肠 杆菌 成 员 在 牛奶 微生物 中 所 占 的 主导 地 位 , ee TR 


139 属 (Pseudomonadales) ~ FIFE (Bacillales) 和 乳 杆 菌 (Lactobacillales) 。 同 时 ， 代 谢 


140 TARA REAM SS. PAAR Hu. Bh. BES SEE ASTER BEA WF ha, A 
141 ” 现 出 多 种 具有 抗 药 性 潜力 的 微生物 体 的 序列 , 例如 金黄 色 葡 萄 球菌 、 肺 炎 克 雷 伯 杆菌 以 及 表 


142 ” 皮 葡 萄 球菌 CStaphylococcus epidermidis) . 


143 4 牛奶 微生物 数量 与 组 成 与 奶牛 乳腺 健康 


144 参照 国标 GB 19301-2010， 当 鲜 乳 中 的 细菌 总 数 达 到 2X105CFU/g (E CFU/mL) 时 ， 


Br 


(© 145 ”人 鲜 乳 的 质量 安全 就 会 受到 影响 ,超过 这 个 限 值 的 鲜 奶 样品 是 不 允许 用 作 原 料 乳 应 用 在 乳 制品 


© 146 ”的 生产 加 工 中 的 。 同 时 , 生 鲜 乳 中 超 高 的 细菌 总 量 也 标志 着 奶牛 乳腺 内 部 定 殖 着 大 量 微生物 ， 


N 147 ”这 其 中 就 有 可 能 存在 着 威胁 乳腺 健康 的 病原 微生物 多。 除数 量 因 素 外 ， 牛 奶 中 微生物 群 的 
148 ”组 成 也 是 影响 奶牛 乳腺 健康 的 重要 因素 。 外 源 致 病菌 〈 如 金黄 色 和 葡萄 球菌 、 乳 房 链球 菌 等 ) 


149 ”入 侵 奶 牛乳 腺 后 ， 扰 乱 奶 牛 正 常 微生物 群发 育 环境 ， 引 发 乳腺 炎症 ， 容 易 导 致 牛奶 SCC 升 


150 高 ,， 产 奶 量 下 降 等 一 系列 不 利 影响 ， 相 反 ， 一 些 益 生 菌 (如 乳酸 菌 、 双 上 收 杆 菌 等 ) 在 奶牛 机 


151 ”体内 的 大 量 定 殖 能 够 对 奶牛 的 乳腺 健康 、 牛 奶 质量 等 带 来 有 益 影 响 。 


HE 
|. 


152 xil f& $6 ^R] Hl RIE EE PCR 方法 对 100 Hf 


F 奶 样品 微生物 总 数 进行 测定 , 结果 表明 ， 
153 T 37 份 生 鲜 牛奶 样品 的 荧光 定量 PCR DAFA RE CCT) 小 于 29.81， 结 果 提 示 为 危险 样品 ， 


154 ” 即 样品 中 的 细菌 总 量 已 超过 2Xx105CFU/mL， 随 后 对 生产 这 37 份 生 鲜 牛 奶 样品 的 奶牛 进行 


155 ”乳房 健康 检测 , 发 现 其 中 16 头 奶牛 患 有 临床 乳腺 炎症 ， 而 其 余 的 21 头 奶牛 , 通过 CMT (加 


156 ” 州 乳房 炎 检 测 法 ) 检测 ， 观 察 到 不 同 乳 区 有 隐形 乳房 炎 的 症状 表现 。Hettich 等 外 在 研究 不 同 


157 ”微生物 对 奶牛 乳腺 健康 的 作用 时 发 现 , 将 从 牛奶 中 分 离 出 的 乳酸 乳 杆 菌 亚 种 接种 到 奶牛 机 体 
158 ”内 能 促使 其 血液 和 乳 中 的 免疫 球 蛋 白 同 种 型 水 平和 记忆 细胞 增殖 。Tanca 等 (9 研究 表明 ， 使 


159 ”用 乳酸 菌 与 双 歧 杆菌 刺激 奶牛 乳腺 后 淋巴 细胞 在 体外 不 与 金黄 色 葡 萄 球菌 表面 抗原 反应 。 这 
160 WH, 益生 菌 可 以 成 为 在 干 奶 期 防止 奶牛 乳腺 炎 的 天 然 有 效 的 抗生素 蔡 代 物 ， 并 且 作 为 免疫 


161 ”调节 剂 刺激 局 部 和 系统 的 防线 。Winter 等 多 利用 宏基 因 组 学 技术 在 患 有 亚 临 床 乳腺 炎 的 奶牛 
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牛奶 中 检测 到 大 约 56 种 具有 不 同 丰 度 的 不 同 物种 。 发 现 大 肠 杆菌 是 其 中 最 主要 的 ， 其 次 是 


铜绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas aeruginosa) 、 门 氏 假 单 胞 菌 (Pseudomonas pseudomonas) 以 


RERE E (Bacillus cereus) 。 有 趣 的 是 ， 他 还 发 现 了 所 研究 的 牛奶 样品 中 还 存在 葡 


萄 球菌 的 噬菌体 。Tang50 研 究 了 饲 粮 添加 富 硒 益生 菌 (selenium-enriched probiotics,Se-Pro) 对 


奶牛 乳房 炎 和 乳汁 SCC 的 影响 。 对 照 组 喂 基础 饲 粮 ，Se-Pro 组 添加 108.2 g/ (k *d) Se-Pro, 


结果 表明 ,与 对 照 组 相 比 ，Se-Pro 组 的 奶牛 其 血液 硒 含量 显著 升 高 ， 并 且 乳 房 炎 乳 区 阳性 率 
PRES 35%。 奶 牛 血液 中 硒 含量 增加 ， 有 助 于 减少 奶牛 SCC、 降 低 乳 房 炎 的 发 病 率 ,增强 哮 
中 性 粒 细胞 的 功能 。 综 上 表明 , 牛奶 中 微生物 数量 与 组 成 不 仅 是 反映 奶牛 乳腺 健康 的 关键 指 
标 ， 一 些 益生 菌 还 有 助 于 奶牛 的 乳腺 健康 。 
5 牛奶 微生物 对 犊 牛 骨 肠 道 微生物 群落 定 殖 的 影 啊 


牛奶 中 含有 免疫 细胞 和 各 种 各 样 的 活性 分 子 ， 包 括 糖 、 核 背 酸 、 脂 质 、 免 疫 球 和 蛋白 、 抗 
微生物 和 蛋白、 细胞 因子 和 其 他 免疫 调节 因子 56]， 而 母乳 对 其 后 代 的 生长 发 育 会 产生 较 大 的 
影响 ， 其 中 之 一 是 将 微生物 传播 给 后 代 的 正 处 于 发 育 过 程 中 的 骨 肠 道 59。 

5. BESS a 

Morrow 等 5 研究 发 现 奶牛 的 分 娩 方 式 对 牛奶 中 微生物 也 会 有 很 重要 的 影响 ， 试 验 分 别 

选取 阴道 分 娩 和 章 言 分 娩 的 奶牛 牛奶 , 并 运用 16S rDNA 基因 扩 增 子 的 焦 磷 酸 测 序 的 方法 对 


2 种 牛奶 样品 中 微生物 多 样 性 进行 检测 。 结 果 发 现 ， 与 剖 宫 分 娩 的 牛奶 样 相 比 ， 采 用 阴道 分 
娩 方 式 的 奶牛 其 牛奶 样品 中 微生物 多 样 性 更 高 ; 而 与 阴道 分 娩 方 式 的 牛奶 样品 相 比 ， 采 用 章 
富 分 娩 方 式 的 奶牛 其 牛奶 样 中 葡萄 球菌 、 双 卜 杆 菌 相 对 丰 度 较 高 ， 链 球菌 含量 较 低 。 此 外 ， 
分 娩 方 式 还 会 影响 新 生 犊 牛 肠 道 微生物 群 的 组 成 69。 与 阴道 分 娩 的 新 生 犊 牛 相 比 ， 由 章 
分 娩 的 新 生 犊 牛 其 肠 道 微生物 群 与 其 母 代 的 相似 性 显 着 降低 , 并 且 微 生物 多 样 性 也 同样 较 低 


Id 


[54-55]. 


= 


4 SNES FL I EI iE TREE AE EEA RC 2) Jes TH BE | S BE RS BOR, 后代 
微生物 群落 的 形成 受到 出 生前 和 出 生 后 因素 的 影响 , 包括 遗传 和 环境 变量 ( 孕 龄 、 分 娩 方 式 、 


护理 和 营养 ) 59。 根据 以 上 的 研究 数据 及 观察 结果 ， 我 们 假设 围 产 期 因素 能 够 通过 母乳 的 
微生物 转移 影响 新 生 犊 牛 健康 , 那么 在 围 产 期 期 间 对 奶牛 进行 微生物 转移 可 以 为 奶牛 调节 微 
生物 的 饲 粮 策略 提供 新 的 目标 ， 以 减少 非 传染 性 疾病 的 发 生 51。 此 外 ， 这 些 研究 数据 可 能 
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有 助 于 提示 牛 场 适当 改善 繁殖 方式 ， 这 对 奶牛 健康 有 重大 影响 。 


牛奶 中 微生物 对 其 他 健康 因素 的 影响 , 包括 乳 杆 菌 属 、 拟 杆菌 属 和 梭 菌 属 ， 可 影响 攻 和 蛋 
白 产 生 ， 增 强 务 膜 通 透 性 ， 维 持 工 细胞 平衡 以 及 减轻 黏膜 炎症 654。 对 无 菌 小 鼠 进 行 的 研究 
表明 ， 免 疫 系 统 功能 的 完全 发 展 需要 微生物 的 早期 定 殖 ( 各 种 细菌 经 常 从 不 同 环境 进入 到 奶 


牛 机体 ， 并 能 在 一 定 部 位 定居 和 不 断 生 长 、 繁 殖 后 代 ， 这 种 现象 通常 称 为 “细菌 定 殖 ”)59]。 
牛奶 中 的 微生物 对 奶牛 免疫 系统 对 抗 病原 体 和 共生 细菌 等 功能 至 关 重 要 。 而 后 代 的 肠 道 微 生 
物 及 其 免疫 力 的 演变 ， 是 由 母 代 乳腺 通道 产生 的 乳汁 微生物 的 运动 、 定 殖 造 成 ， 并 通过 母 代 


=> 


的 乳腺 与 哺乳 犊 牛 的 口腔 微生物 群 的 相互 联系 ， 进 而 在 哺乳 期 间 同 步 发 育 和 进化 [0。 


Abreu 等 [1 研究 表明 ， 和 牛奶 微生物 群体 会 沿 着 哺乳 期 的 进行 而 发 生 一 系列 变化 。 这 进 一 
步 提示 了 牛奶 微生物 群 在 形成 后 代 肠 道 微生物 群 中 的 作用 。 事实 上 , 奶牛 体内 藏 有 另外 一 个 


非常 复杂 的 微生物 群落 , 即 瘤胃 微生物 群 , 它 起 到 了 消化 植物 并 将 其 他 不 消化 物 转化 为 有 用 
的 化 合 物 的 关键 作用 。 瘤 骨 中 的 微生物 定 殖 几 乎 随时 发 生 , 近来 有 关于 瘤胃 微生物 群落 的 
完 已 经 证 明 ， 犊 牛 体内 存在 成 熟 的 微生物 功能 。 通 过 焦 磷酸 测序 法 ， 已 经 证 明 纤 维 素 分 解 菌 


早 在 新 生 犊 牛 出 生 后 1 天 就 已 经 存在 于 瘤胃 中 ,并 且 在 第 3 天 有 所 增加 。Vankerckhoven 等 [所 


证 明了 瘤胃 中 某 些 关 键 细菌 从 犊 牛 降生 的 第 1 天 开始 就 已 经 存在 , 而 当时 新 生 犊 牛 只 被 供给 
初 乳 ， 也 就 是 在 摄 入 饲料 之 前 。 据 此 推断 


新 生 犊 牛 骨 肠 道内 的 这 些 初期 微生物 群落 可 能 是 


~ 


由 母 杀 通过 皮肤 、 产 道 、 乳 汁 或 唾液 传播 的 。 


52 En 


目前 的 牛 场 管理 方式 对 奶牛 及 其 后 代 微生物 群落 之 间 的 互动 产生 了 一 些 障碍 。Jost Spl) 


在 调查 试验 中 发 现 ，149 只 新 生 犊 牛 在 出 生 后 被 汉服 初 驰 、 混 合 初 乳 或 初 乳 蔡 代 品 。 因 此 ， 


母亲 与 后 代 间 的 微生物 传播 被 破坏 , 而 这 种 微生物 传播 在 后 代 的 肠 道 微生物 群 的 演变 中 即将 
发 挥 的 相关 功能 也 可 能 形 失 。 牛 场 对 新 生 犊 牛 的 管理 中 ， 应 注意 饲 喂 的 初 乳 和 牛奶 的 质量 ， 


应 考虑 到 健康 、 营 养 均衡 且 具 有 微生物 的 母乳 对 后 代 免 疫 系 统 的 发 育 至 关 重 要 。 事 实 上 ， 当 
犊 牛 处 于 胁迫 条 件 下 时 ， 例 如 在 密集 饲养 系统 中 ,很 可 能 导致 肠 道 微生物 群 失衡 ， 例 如 乳 杆 
菌 和 双 歧 杆菌 的 减少 以 及 病原 微生物 的 增加 [S31。Maldonado 等 的 研究 发 现 , 将 全 脂 牛 奶 喂 给 


BEE, 在 其 肠 道 中 发 现 了 比例 增加 的 乳酸 菌 与 大 肠 杆菌 , 这 进一步 证 明了 牛奶 对 犊 牛 肠 道 微 
生物 群体 的 复杂 作用 。 
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在 出 生 后 6h 内 ， 应 为 新 生 犊 牛 提供 干净 、 高 质量 的 初 乳 。 然 而 ， 许 多 农场 使 用 不 可 食 


用 的 废 奶 ， 用 于 出 生 后 


的 奶牛 和 用 抗生素 治疗 奶牛 的 4 
查 中 发 现 ，2002 年 ， 美 


犊 牛 喂养 。 废 奶 是 不 能 出 售 供 人 食 月 
F 奶 K 鸭 。 向 犊 牛 喂 养 废 奶 是 一 种 普遍 现象 ，Collado SEISE 


国有 87.2% 的 奶牛 场 都 有 将 废 奶 饲 喂 给 犊 牛 的 现象 。 大 多 数 牛 场 认 


的 牛奶 ， 通 常 来 


自 具有 高 SCC 


为 废 奶 的 使 用 可 以 节约 经 济 成 本 ,并且 也 是 安全 的 牛奶 替代 品 ， 特 别 是 在 巴 氏 杀菌 后 。 但 事 


SKE, 废 牛奶 中 的 抗生素 残留 以 及 潜在 的 有 害 病 原 体 污染 物 都 会 对 犊 牛 健康 的 肠 道 微生物 菌 


落 造成 很 大 程度 上 的 破坏 。Akyol 等 (1 评估 了 饲 喂 废 奶 对 特 牛 类 便 微生物 菌 群 多 样 性 的 影 


i, ARKH, BG 


减少 。 


上 


然而 ， 废 奶 更 危险 的 因素 是 抗生素 残留 物 以 及 可 月 


FE 龄 增长 ， 不 同 种 类 的 微生物 多 样 性 在 犊 和 


菌 和 梅毒 螺旋 体 (Treponema pallidum) ， 而 肠胃 中 重要 的 有 益 菌 哮 酸 杆菌 


FF 姜 便 中 逐渐 增多 ， 如 沙门 氏 


(Eosinophil) 含 


于 转移 到 病原 体 的 抗生素 抗 性 基因 


CARGO 池 中 的 潜在 富 集 物 的 存在 {1。 此外, 连续 的 抗生素 压力 可 能 增加 ARG 转移 的 机 会 。 


Liu 等 (% 采 用 抗生素 残留 的 奶 样 饲 喂 新 生 小 鼠 , HEAR 24 h 后 
氮 茶 青霉素 和 四 环 素 注 入 小 鼠 体 内 。 结 果 发 现 , 口服 给 药 导致 
四 环 素 抗 性 基因 找 贝 数 增加 2 倍 。 这 


氮 茶 青霉素 通过 尿 液 清 除 ; 


留 牛奶 对 犊 牛 的 盖 便 微生物 群 的 影响 ,使 朋 


通过 口服 给 药 与 静脉 给 药方 式 将 


16S rDNA 基因 的 测 司 


， 结 果 表 明 , 牛奶 中 药物 残留 的 存在 会 影 


提示 即使 微量 的 抗生素 也 可 能 对 微生物 之 间 的 竞争 产生 选择 性 


不 具有 或 含量 非常 低 的 ARG 的 未 成 熟 微生物 和 
机 体 进 行 定 殖 导 致 突变 , 逐渐 演变 成 特 牛 常见 微生物 和 


微生物 群 的 发 育 及 功能 。 


还 有 一 种 能 干扰 牛奶 微生物 群落 平衡 的 行为 是 通过 在 干 奶 
内 抗生素 治疗 中 。 这 种 做 法 被 认为 比 在 干 奶 期 预防 感染 

内 抗生素 治疗 是 经度 和 中 度 寻 
类 型 的 情况 下 使 用 [六 。 
直 没有 实施 ， 并 且 在 荷兰 也 


发 挥 选择 性 压力 ， 使 得 
的 特征 ， 


7= Ae SE 


AK EAL 


性 基因 拷贝 数 增 
也 可 能 是 由 于 静脉 内 给 药 的 
且 不 与 肠 道 微生物 群 相互 作 用 。Baldassarre 等 Cr 评估 了 抗生素 残 


H Illumina MiSeq 对 6 周 龄 犊 牛 的 状 便 进行 微生物 


响 凌 便 中 微生物 群落 的 组 成 ， 


EL 


影响 , 即 抗生素 残留 物 可 以 对 


进而 破坏 特 


然而 


源 微 生物 i 


牛 


或 哺乳 期 间 对 奶牛 进行 乳房 


起 感染 的 细菌 


国家 几 十 年 来 


而 进行 的 选择 性 治疗 更 有 效 。 乳 腺 
L 腺 炎 病 例 的 最 常见 治疗 方法 , 通常 是 在 不 知道 引 


于 担心 抗生素 耐 药 性 的 选择 ， 这 个 方法 在 北欧 


研 来 越 多 地 被 放弃 。 这 种 做 法 对 牛奶 微生物 群 


和 对 ARG 的 洪 
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在 选择 的 影响 值得 进一步 研究 。 


6 ”小结 与 展望 


分 子 生物 学 技术 的 巨大 进步 使 得 人 类 在 微生物 群落 的 研究 中 取得 了 许多 突破 ， 进 而 使 
我 们 意识 到 栖息 于 生物 体内 的 微生物 多 样 且 复 杂 , 同时 这 些微 生物 与 其 宿主 之 间 还 存在 着 相 


互 的 关联 作用 。 和 牛奶 中 的 微生物 群落 与 牛奶 SCC、 生 物 标 记 物 “表达 蛋白、 血液 因子 等 ) 
一 样 是 能 够 反映 奶牛 及 后 代 生 理 健康 与 乳品 质量 的 重要 生物 指标 。 奶 牛 “ 肠 道 一 乳腺 通路 ” 
的 存在 , 证 明 母 体 微 生物 群落 影响 犊 牛 骨 肠 道 的 发 育 及 健康 的 重要 性 ,而 废 奶 的 使 用 又 极 大 
程度 地 破坏 了 特 牛 骨 肠 道 的 微生物 群落 结构 以 及 功能 。 这 些 问题 可 能 对 奶牛 健康 以 及 乳业 的 
发 展 造成 的 重大 经 济 影响 。 因 此 , 对 牛奶 微生物 群 的 进一步 深入 研究 有 助 于 对 奶牛 乳腺 生理 
代谢 以 及 乳品 质量 安全 产生 有 更 全 面 的 认识 , 如 亚 临 床 乳 腺 炎 和 隐 性 乳腺 炎 的 发 病 机 制 、 牛 


Ud 


场 管理 对 奶牛 乳腺 及 后 代 健康 的 影响 、 肠 道 作 为 乳腺 炎 病 原 微 生物 储 库 的 作用 以 及 如 何 控制 
抗生素 耐 药性 等 。 
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Relationship Between Milk Microbial Community and Mammary Gland Health of Dairy 
Cows as Well as Gastrointestinal Development of Calves 
WANG Yue! WANG Bing! TONG Jinjin' JIANG Linshu" XIONG Benhai” 

(4. Key Laboratory of Dairy Nutrition in Beijing, College of Animal Science and Technology, 
Beijing Agricultural College, Beijing 102206, China; 2. Beijing Institute of Animal Science and 
Veterinary Medicine, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 
Abstract: The development in culture-independent techniques and bioinformatics analysis led to a 
new research view of milk microbial community. It is that milk microbial community has a great 
diversity and multifaceted biological role, which can directly reflect metabolic level of mammary 
gland and affect nutritional physiology and health of newborn animals. In this review, thus, we 
summarized the latest results on milk microbial community, introduced the endogenous 
hypothetical pathway of milk microorganisms, discussed roles of milk microbial community in 
mammary gland health of dairy cows and gastrointestinal development of calves, and the 

application of 16S genomics and meta-genomics in milk microbial studies was also summarized. 
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